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Seq ID 1: pG-EGFP 

TCTTCCGCTT CCTCGCTCAC TGACTCGCTG CGCTCGGTCG TTCGGCTGCG 
GCGAGCGGTA TCAGCTCACT CAAAGGCGGT AATACGGTTA TCCACAGAAT 
CAGGGGATAA CGCAGGAAAG AACATGTGAG CAAAAGGCCA GCAAAAGGCC 
AGGAACCGTA AAAAG GC CG C GTTGCTGGCG TTTTTCCATA GGCTCCGCCC 
CCCTGACGAG CATCACAAAA ATCGACGCTC AAGTCAGAGG TGGCGAAACC 
CGACAGGACT ATAAAGATAC CAGGCGTTTC CCCCTCGAAG CTCCCTCCTG 
CCCTCTCCTG TTCCGACCCT GCCGCTTACC GGATACCTCT CCGCCTTTCT 
CCC7TCCGGA AGCGTGGCGC TTTCTCATAG CTCACGCTGT AGGTATCTCA 
GTTCGGTGTk GGTCGTTCGC TCCAAGCTGG GCTGTGTGCA CGAACCCCCC 
GTTCAGCCCG ACCGCTGCGC CTTATCCGGT AACTATCGTC TTGAGTCCAA 
CCCGGTAAGA CACGACTTAT CGCCACTGGC AGCAGCCACT GGTAACAGGA 
TTAGCAGAGC GAGGTATGTA GGCGGTGCTA CAGAGTTCTT GAAGTGGTGG 
CG7AACTACG GGTACACTAG AAGGACAGTA TTTGGTATCT GCGCTCTGCT 
GAAGGCAGT? ACCTTCGGAA AAAGAGTTGG TAGCTCTTGA TCCGGCAAAC 
AAACCACCGC TGGTAGCGGT GG TTTTTTTG TTTGCAAGCA GCAGATTACG 
CGCAGAAAAA AAGGATCTCA AGAAGATCCT TTGATCTTTT CTACGGGGTC 
TG.kCGCTCAG TGGAACGAAA ACTCACGTTA. AGGGATTTTG GTCATGAGAT 
TATCAAAAAG GATCTTCACC TAGATCCTTT TAAATTAAAA ATGAAGTTTT 
AAATCAATCT AAAGTATATA TGAGTAAACT TGGTCTGACA GTTACCAATG 
CT7AATCAG7 GAGGCAGCTA TCTCAGGGAT CTGTGTATTT CGTTCATCCA 
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GTACAACTAC AACAGCCACA ACGTCTATAT CATGGCCGAC AAGCAGAAGA 
ACGGCATCAA GGTGAACTTC AAGATCCGCC ACAACATCGA GGACGGCAGC 
GTGCAGCTCG CCGACCACTA CCAGCAGAAC ACCCCCATCG GCGACGGCCC 
CGTGCTGCTG CCCGACAACC ACTACCTGAG CACCCAGTCC GCCCTGAGCA 
AAGACCCCAA CGAGAAGCGC GATCACATGG TCCTGCTGGA GTTCGTGACC 
GCCGCCGGGA TCACTCTCGG CATGGACGAG CTGTACAAGA GCTCATAATC 
AGCCATACCA CATTTGTAGA. GGTTTTACTT GCTTTAAAAA ACCTCCCACA 
CCTCCCCCTG AACCTGAAAC ATAAAATGAA TGCAATTCTT GTTGTTAACT 
TGTTTATTGC AGCTTATAAT GGTTACAAAT AAAGCAATAG CATCACA.SvAT 
TTCACAAATA AAGCATTTTT TTCACTGCAT TCTAGTTGTG GTTTGTCCAA 
ACTCATGAAT GTATCTTAAC_ GCGAATTGTT GTTGTTAACT TGTTTATTGC 
AGCTTATAAT GGTTACAAAT ' AAAGCAATAG CATCACAAAT TTCACAAATA 
AAGCATTTTT TTCACTGCAT TCTAGTTGTG GTTTGTCCAA ACTCATCAAT 
GTATCTTAAC GCGAATTCGT AATCATGGTC ATAGCTGTTT CCTGTGTGAA 
ATTGTTATCC GCTCACAATT CCACACAACA TACGAGCCGG AAGCATAAAG 
TGTAAAGCCT GGGGTGCCTA ATGAGTGAGC TAACTCACAT TAATTGCGTT 
GCGCTCACTG CCCGCTTTCC AGTCGGGAAA CCTGTCGTGC CAGCTGCATT 
AATGAATCGG CCAACGCGCG GGGAGAGGCG GTTTGCGTAT TGGGCGC 
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cttaatcagt gaggcaccta tctcagcgat ctgtctattt cgttcatcca 

7AG7TGCCTG ACTCCCCCTC GTGTAGATAA CTACGATACG GGAGGGCTTA 
CCA7CTGGCC CCAGTGCT3C AATGATACCG CGAGACCCAC GCTC*CCGGC 
7CCAGATTTA TGAGCAATAA ACCAGCCAGC CGGAAGGGCC GAGCGC^GAA 
GTGGTCCTGC AAC7-TTATCC GCCTCCATCC AG7CTATTAA TTCTTCCCCG 
GAAGC7AGAG TAAGTAGTTC GCCAGTTAAT AG77TGCGCA ACGTTGTTGC 
CATTGCTACA GGCATCGTGG TGTCACGCTC GTCGTTTGGT ATGGCTTCAT 
7CAGCTGCGG TTCCGAACGA TCAAGGCGAG TTACATGATC CCCCATG7TG 
7GCAAAAAAG CGG7TAGCTC CTTCGGTCCl' CCCATCC7TC 7CAGAAGTAA 
G77GGCCGCA GTGTTATCAC TCATGGTTAT GGCAGCACTG CATAATTCTC 
""7ACTCTCA7 GCCATCCCTA AGATGCTTT? CTGTGACTGG 7GAS7ACTCA 
ACCAAG7CA7 ?C TGAGAA 7 A " G TG TA TGCG'G CGACCGAGT7 GCTCTTGCCC 
GGCGTCAA7A CG G G AT AAT A CCGCGCCACA 7AGCAGAACT TTAAAAGTGC 
TCA7CA7TGG AAAACGTTGT TCGGGGCGAA AACTCTCAAG GATCTTACCG 
CTGT7GACA7 CCAG7TCGAT GTAACCCACT CGTGCACCCA ACTGATC7TC 
AGCA7C7T77 ACTT7CACCA GCGTTTCTGG GTGAGCAAAA ACAGGAAGGC 
AAAA7GCCGC AAAAAAGCCA ATAAGGCCGA CACGGAAATG TTGAATACTC 
ATACTCTTCC 77TTTCAATA TTA7TGAAGC ATTTATCAGG GTTAT73TC7 
CA7GAGCGGA TACATA7TTG AATGTATTTA GAAAAATAAA CAAATAGGGG 
TTCCGCGCAC ATTTCCCCGA AAAGTGCCAC CTGACGTCTA AGAAACCAT7 
ATTATCATGA CATTAACCTA TAAAAATAGG CGTATCACGA GGCCCTTTCG 
TC7CGCGCGT 7TGGGTGATG ACGGTGAAAA CCTCTGACAC ATGCAGCTCC 
CGGAGACGG7 CACAGCTTGT CTG7AAGCGG ATGCCGGGAG CAGACAAGCC 
CGTCAGGGCG CGTCAGCGGG TGTTGGCGGG TGTCGGGGCT GGCTTMCTA 
TGCGGCATCA GAGCAGATTG TACTGAGAGT GCACCATATG CGGTGTGAAA 
TACCGCACAG ATGCGTAAGC AGAAAATACC GCATCAGGCG CCATTCGCCA 
7TGAGGCTGC GCAACTCTTG GGAACGGCGA TCGGTGCCGG CCTCTTCCCT 
AT7ACGCCAG C7GGCGAAAG GGGGA7GTGC TGCAAGGCGA 7TAAGTTGGG 
7AACGCGAGG GTTTTCCCAG TCACGACGTT GTAAAACGAC GGCCAGTGCC 
AAGCTTGG7C TGCCCCTGGA TCCGCTAGCT TAACCGTATT ACCGCCATGC 
ATTAGTTA77 AA 7'AG TAATC AATTACGGGG TCATTAGTTC ATAGCCCATA 
T ATCC AG T7C CGCGTTACAT AACTTACGGT AAATCCCCCG CCTGGCTGAC 
CGCCCAACGA CCCCCGCCCA TTGACGTCAA TAATGACG7A TG7TCCCATA 
GTAACGCCAA TAGGGACTTT CCATTGACGT CAATGGGTGG AGTATTTACG 
GTAAACTGCC CACTTGGCAG TACA7CAAGT GTATCATATG CCAAGTACGG 
CCCCTATTGA CGTCAATGAC GGTAAATGGC CCGCCTGGCA TTATGCCCAG 
TACA7GACCT TATGGGACTT TCCTACTTGG CAGTACATCT ACGTATTAGT 
CATCGCTAT7 AGCATGGTGA TGCGGTTTTG GCAGTACATC AATGGGCGTG 
GATAGCGGTT TGACTCACGG GGATTTCCAA GTCTCCACCC CA77GACCTC 
.-^.TGG-^GT: TGTTTTGGCA CCAAAATCAA CGGGACTTTC CAAAATG7CG 
7AACAACTCC GCCCCATTGA CGCAAATGGG CGGTAGGCGT G7ACGGTGGG 
AC-GjCTATAT AAGCAGAGCT GGTTTAGTGA ACCGTCAGA7 GGTACCGAAG 
;'CGC7AGCGC TACCGGTCGC CACCATGGTG AGCAAGGGCG AGGAGC7G7T 
CACCGGGG7G G7GCCCATCC TG3TCGAGC? GGACGGCGAC G7AAACGGCC 
^CAAGTTCAG CGTGTCCGGC GAGGGCGAGG GCGATGCCAC C7ACGGGAAG 

riGACCCTCA ag7tcatctg caccaccggc aagctgcccg tgccctggcc 
:accctcgtg accaccctga cctacggcgt gcagtgcttc agccgctacc 
:cgaccaca7 gaaccagcac gacttcttca actccgccat cggggaaggc 
:acg7ccagg. agcgcaccat cttcttcaag gaggacggca actacaagac 
i'cgcgccgag gtgaagttcg agggcgacac cctggtgaac cgcatcgagc 
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5. 



Verfahren nach Anspruch 1 , bei welchem die besagte EndonuWease zum Primarverdau ein Enzym der Gruppe der 
Kiasse-ll-RestnkhonsendonuWeasen.voizugsweiseeinEnzymausderGruppeBbsl Bbvl Bbvll BdN-BdII Bsal 
BsmAI, BsmBI, BsmFI. BspMI. Eam1104.. Earl, Eco31 1. EspSI. Fokl. Hgal. sTaNI oder deren ^zomele ist 

Verfahren nach Anspruch 1, 2 oder 3. bei dem das Verfahren durch festphasengebundene Enzyme durchgefuhrt 

^mIp^ Re ! ni9Ung von w P ^ para,ionen kovalent geschlossener DNA-Molekule, dadurch gekennzeichnel daB 
d,e DNA-P aparat.cn e.nem Verdau mit Exonukleasen, welche fOr freie Hydroxy- oder Phosphatgruppen von Des- 
oxynbonukleinsaure spezifisch sind. vorzugsweise die ExonuWeaseaktivitaten der DNA-Polymerase der Bakterio- 
phagen T4 oder T7, ausgesetzt und dann einer Abtrennung der vewendeten Enzyme, Pufferbestandteile sowie 
hydrolysierten Nukleolde unterzogen wild. 

Verfahren zur Reinigung von Praparationen kovalent geschlossener DNA-MolekOle, dadurch gekennzeichnel da3 

• die DNA-Praparation einem Verdau durch eine oder einer Vielzahl von RestriktionsendonuWeasen in einem fur 
nZr^Zl ?m .^T R^^^endonukleasen geeigneten Medium ausgesetzt wird, wobei diezu reini- 
genden DNA-Molekule keine Erkennungssequenzen fOr die verwendeten RestriktionsendonuWeasen aufwei- 
sen, una 

* J® DNA -P ra P«ration anschlieSend oder gleichzeitig einem Verdau mit Exonukleasen. welche fur freie 
Hydroxy- oder Phosphatgruppen von Desoxyribonukleinsaure spezifisch sind. vorzugsweise die ExonuHease- 
akt.v.taten der DNA-Polymerase der Bakteriophagen T4 oder T7. ausgesetzt und dann einer Abtrennung der 
verwendeten Enzyme. Puffeibestandteile sowie hydrolysierten Nukleotide unterzogen wird 
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(54) Verfahren zur Reinigung von kovalent geschlossenen DNA-Molekulen 

(57) Die Erfindung betrifft eine Methode, mit der 
hantelffirmige Expressionskonstrukte aus Plasmid- 
DNA hergestellt werden kdnnen. Die RumpfmolekOle 
werden als Teile von Plasmiden vermehrt, isoliert, 
die hantelfdrmigeri Molekule durch Ligation mit Oli- 
godesoxyribonukleotiden synthetisiert und durch 
anschlieBenden sequenzspezrfischen Verdau der uner- 
wunschten Nebenprbdukte durch Endo- und Exonu- 
kieasen gereinigt Die Erfindung betrifft ebenfalls eine 
Methode zur Reinigung von in biotechnologischen Ver- 
fahren hergestellten Nukleinsaurepraparationen. 
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